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論文内容の要旨 
 
感染細菌に対する宿主防御に果たす 8-ニトロ cGMPの役割 
分子情報化学分野 
伊藤千秋 
  
 内因性ニトロ化ヌクレオチドである 8-ニトロ 3',5'-環状グアノシン一リン酸（8-ニトロ cGMP）は、一酸
化窒素（NO）の新規シグナルメディエーターである。本博士論文において筆者は、8-ニトロ cGMPの生理機能
解明を目指して研究を行い、この化合物がタンパク質分解機構の一つであるオートファジーを誘導すること
を発見した。オートファジーは、ハンチントン病・パーキンソン病などの神経変性疾患や、結核・サルモネ
ラなどの病原菌による細菌感染症において、直接的に病原因子の排除を担うと示唆されている。筆者は 8-ニ
トロ cGMPがオートファジー誘導により細胞内に感染した A群連鎖球菌の排除を促進することも明らかにした。 
 
背景 1.  一酸化窒素シグナル伝達経路と新規メディエーター8-ニトロ cGMP 
 第一章 序論 1.1.では、NOシグナル伝達経路とその新規シグナル分子である 8-ニトロ cGMPについて研究
背景を述べた。NOは L-アルギニンの酸化的分解により生成し、可溶性グアニル酸シクラーゼ（sGC）を活性
化し、プロテインキナーゼ G活性化など cGMPに依存した経路でシグナルを伝達する。一方で、NOは活性酸
素（ROS）と反応して活性酸化窒素種（RNOS）となり、タンパク質や脂質、核酸などの生体分子を酸化、ニト
ロ化、ニトロソ化する。8-ニトロ cGMPもこの過程で生成する新規シグナルメディエーターである 1)。 
 8-ニトロ cGMPの特徴の一つとして、タンパク質の翻訳後修飾が挙げられる。すなわち、8-ニトロ cGMPは
自身の有するニトロ基とタンパク質のシステインチオールとの間で求核置換反応し、タンパク質に結合でき
る（タンパク質 S-グアニル化反応）1)。標的タンパク質の一つである酸化ストレスセンサータンパク質
Keap1（Kelch-like ECH-associated protein 1）は、S-グアニル化を受けると相互作用している転写因子
Nrf2が解離し、核内に移行することで抗酸化酵素が発現し細胞保護効果がもたらされる 1)。タンパク質の S-
グアニル化反応によって、8-ニトロ cGMPはさまざまな機能制御に関与していることが推測される。 
 
背景 2.  8-ニトロ cGMP構造を模した蛍光プローブの生細胞イメージングとタンパク質分解系への関与示唆 
 さらに序論では、8-ニトロ cGMP構造を模して合成した蛍光プローブを使った生細胞イメージングについて
述べた（1.1.4）。筆者が合成した蛍光プローブを RAW 264.7細胞に投与すると、細胞内で粒子状の局在を示
した。細胞小器官特異的な染色剤を用いて二重染色を行ったところ、蛍光プローブはリソソームとよく共局
在することがわかった 2)。合成した蛍光プローブは、S-グアニル化後に蛍光強度が増大するという性質を持
つことから、S-グアニル化タンパク質がリソソームに共局在することが示唆された。S-グアニル化検出抗体
とリソソームに局在するタンパク質 LAMP-1の抗体を用いて免疫細胞化学染色を行ったところ、S-グアニル化
タンパク質の一部がリソソームに共局在することが確認された 2)。リソソームは内部に加水分解酵素を含む
袋状の細胞小器官であり、物質分解の場として働くことで有名である。得られた結果から、8-ニトロ cGMPが
タンパク質分解機構に関与している可能性が示唆された。 
8-ニトロ cGMPによるタンパク質分解機構オートファジーの誘導 
 序論 1.1.4.の生細胞イメージングの結果を受けて、筆者はタンパク質分解系の一つであるオートファジー
に着目した。序論 1.2.では、ユビキチン・プロテアソーム経路に並び主要なタンパク質分解機構であるオー
トファジーの分子機構や、生命機能について取り上げた。8-ニトロ cGMPの上流に存在する ROSと NOの両方
が、オートファジーの制御に関与するという報告がある。オートファジーでは膜構造体が伸長し、細胞質ご
とタンパク質や細胞小器官を取り込みながら、二重膜から成るオートファゴソームと呼ばれる構造体を形成
する。その後オートファゴソームはリソソームと融合し、リソソームの含む加水分解酵素の働きにより内容
物が分解される。オートファゴソームの検出には膜上に局在する LC3タンパク質がマーカーとして利用され
る 3)。LC3は細胞質では I型（LC3-I）として存在するが、オートファゴソーム上では II型（LC3-II）とし
て存在する。そこで第二章 本論 2.1.では、NOと ROSの下流で生成する 8-ニトロ cGMPがオートファジーに
影響を与えるかどうか調べた。 
 8-ニトロ cGMPを細胞に投与すると、LC3陽性の粒子（オートファゴソーム）が増加し、LC3-IIが増加する
こともウエスタンブロットにより確かめられた。続いて 2.2.では、リポ多糖（LPS）処理によるオートファ
ジー活性化と内因性 8-ニトロ cGMP産生増加の相関に着目し、内因性 8-ニトロ cGMPがオートファジーを制御
していることを示唆する結果を得た。 
 
細菌感染系における 8-ニトロ cGMPのオートファジー促進効果 
 8-ニトロ cGMPがオートファジーを誘導することが明らかになったので、オートファジー誘導による具体的
な効果を評価することにした。本論 2.3.では、A群連鎖球菌（group A Streptococcus: GAS）を用いて化合
物の評価を行った。A群連鎖球菌の JRS4株は、細胞内に侵入後に LC3陽性の二重膜から成るオートファゴソ
ーム様構造体（GAS-containing autophagosome-like vacuoles: GcAVs）によって捕捉され、リソソーム融合
によって分解されることがわかっている 4)。マクロファージ細胞内に感染した細菌の生存率と、細菌が感染
した細胞の GcAV形成率を求めたところ、8-ニトロ cGMP処理により細菌の生存率は減少し、GcAV形成率は増
加することが明らかになった。次に A群連鎖球菌が感染した細胞において内因性の 8-ニトロ cGMPレベルを
抑制し、その影響を調べた。上述したように、8-ニトロ cGMPは NOと ROSの下流で生成する分子である。従
って NO 合成酵素の阻害剤 L-NMMA によって生成を抑えることができる。また硫化水素ナトリウム処理により、
生成した 8-ニトロ cGMP を直接消去することもできる 5)。この時、細胞内に感染した細菌の生存率は増加し、
GcAV形成率は減少することが分かった。すなわち、8-ニトロ cGMPはオートファジーを介して細菌の排除を
促進しており、内因性レベルを抑制するとオートファジーによる細菌の排除も抑えられることが明らかにな
った。 
 
S-グアニル化修飾と選択的オートファジーのタグであるユビキチン集積との関係 
 本論 2.4.では、8-ニトロ cGMPがオートファジーによる細菌の排除を促進するメカニズムを調べた。細菌
を感染させたマクロファージ細胞に対して S-グアニル化検出抗体で染色を行ったところ、細菌の周囲に S-グ
アニル化シグナルが検出された。また、GcAVによって捕捉された細菌と、捕捉されていない細菌とでは、前
者の方が S-グアニル化陽性の確率が高いことが分かった。この結果から、S-グアニル化が細菌をオートファ
ジーに捕捉させる役割を果たしていると考えた。そこで、選択的オートファジーのタグとして考えられてい
るユビキチン集積と S-グアニル化修飾に関連が見られるか調べた。内因性の 8-ニトロ cGMPレベルを抑制す
ると、菌周囲の S-グアニル化修飾とともにユビキチン集積も抑制されることが分かった。一方、ユビキチン
集積を阻害しても S-グアニル化修飾には影響がなかった。さらに、S-グアニル化が陽性の細菌と陰性の細菌
では、前者において選択的オートファジーで特に重要な Lys63型ポリユビキチン集積が有意に高かった。こ
の結果から、まず細菌表面へ S-グアニル化集積がおき、これが目印となって Lys63型ポリユビキチン集積が
促進され、オートファジーが活性化されると示唆された。また本論 2.5.では、非感染系での 8-ニトロ cGMP
誘導オートファジーとユビキチン化との関係性について調べた。ここでも、Lys63型ポリユビキチン形成が
8-ニトロ cGMP誘導オートファジーに重要であることを示唆する結果が得られた。 
 
成果の意義・今後の課題と展開 
 第三章の考察では、本研究の成果と今後の課題と展開を述べた。LPS誘導オートファジーは NOと ROSの両
方に依存するという Yuanらの報告 6)と NOドナーや NO合成酵素の過剰発現はオートファジーを阻害するとい
う Sarkerらの報告 7)では NOがオートファジー制御に果たす役割が逆になっている。今回の筆者の研究は、
NOに加えて ROSも産生する条件では細胞内で 8-ニトロ cGMPが産生し、これがオートファジーを誘導する因
子として働いているという一つのモデルを示した。筆者は 8-ニトロ cGMPのオートファジー誘導が古典的な
経路と異なり mTORに依存しないことを確認しており（2.1.）、副作用の少ないオートファジー関連疾患の治
療薬への応用が期待できる。膜透過性を改善できる誘導体の創出が、今後の一つの方向性である。一方、細
菌感染系においては、細菌表面への S-グアニル化修飾がユビキチン集積を促進していることが示唆されたが、
そのメカニズムは現在わかっていない。A群連鎖球菌へのユビキチン集積を司るユビキチン転移酵素が明ら
かになれば、S-グアニル化がユビキチン転移酵素との相互作用を高めるという筆者の仮説を検証することが
できるだろう。非感染系においても同様に基質の S-グアニル化修飾が Lys63型ポリユビキチン集積を促進し
てオートファジーを活性化すると考えているので、さらなる検証を続けていく予定である。 
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論文審査結果の要旨 
 
８−ニトロ cGMP は，２００７年に論文報告された内因性分子である。伊藤千秋君提出の本論文は，
８−ニトロ cGMPの生理的機能を特に細胞内侵入細菌排除に焦点を当てて解明した。 
 まず第一章では，一酸化窒素シグナル伝達経路について概説した。活性窒素酸化物が生体分子
を化学修飾する過程について言及し，８−ニトロ cGMP も同様に生成すると推論されている。また、
８−ニトロ cGMP特有の性質として，タンパク質のシステイン残基との結合形成（S-グアニル化）
を説明した。 
 第二章では，まず培養細胞に８−ニトロ cGMPを投与して観察をおこない，オートファジーが誘
導されることを示した。さらに，この誘導が，飢餓応答における主要オートファジー制御因子で
ある mTORには依存しないことを示した。 
 リポ多糖（LPS）は，細胞に炎症を誘起する。著者は，マクロファージを LPS処理するとオート
ファジー誘導が起こることを示した。そしてオートファジーレベルと内因性８−ニトロ cGMPレベ
ルの間に正の相関があることを複数の実験を組み合わせて明らかにした。 
 続いて，内因性の８−ニトロ cGMPが細胞内に侵入した A群連鎖球菌の排除を促進することを示
した。A群連鎖球菌表面の S-グアニル化とオートファゴソーム取り込みの関係を調べ，両者に正
の相関があることを示した。さらに，S-グアニル化が細菌表面の選択的なユビキチン化をもたら
すことを発見した。細菌の選択的排除の標識としてユビキチン鎖の関与が従来から議論されてい
る。しかし，細菌が認識されてユビキチン鎖が付加される過程はよくわかっていなかった。著者
の発見は，ユビキチン鎖付加の前段階として S-グアニル化修飾が存在することを初めて立証し，
学術的に大変興味深い。 
 細菌感染細胞を用いた実験で S—グアニル化とユビキチン鎖の関係が示唆されたため，ここで非
感染細胞に戻って，ユビキチン化の重要性を再検討した。その結果，８−ニトロ cGMPによるオー
トファジー誘導には，Lys63型ユビキチン鎖が必須であることが明らかになった。 
 第三章では，第二章の実験結果をもとに考察を行い，今後の研究の方向性を明快に示した。 
 以上のように，伊藤千秋君提出の論文は，一酸化窒素シグナルと細菌に対する自然防御に関し
て画期的な新知見を与えるものである。このことは，同君が自立して研究活動を行うに必要な高
度の研究能力と学識を有することを示している。したがって，博士（生命科学）の博士論文とし
て合格と認める。 
 
 
